Doc Ref. FP8 
Appl.No. 10/505,137 



(19) 



(12) 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets (1 1 ) 

europAische patentsch ri ft 



EP 0 525 502 B1 



(45) Verofferrtlichungstag und Bekannimachung des 
Hinweises auf die Patenterteilung: 
09.10.1996 Patent Watt 1996/41 

(21) AnmeWenummer: 92111947.5 

(22) Anmeldeteg: 14.07.1992 



(51) int a. 6 : A61 K 39/395, A61 L 2/00, 
C07K 1/20 



(54) Verfahren zur Herstellung von virusJnaktlvlerten Immunglobutinldsungen 

Method for the preparation of virus-inactivated immunoglobuline solutions 

Proc6d6 pour la fabrication de solutions oontenant des immunoglobulines et des viruses inactiv6s 



m 

CM 
O 

m 
in 

CM 

in 
o 

CL 
LU 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB IT LI NL SE 

(30) Prioritat: 02.08.1991 DE 4125625 

(43) VerOffentlichungstag der Anmeldung: 
03.02.1993 Patent Watt 1993^05 

(73) Patentinhaber: OCTAPHARMA AG 
CH-8866 ZlegelbrQcke (CH) 

(72) Erfinder: 

• Gehringer, Werner 
A-1160Wien(AT) 

• Selosse, Patrick 
F-33200 Bordeaux (FR) 

(74) Vertreter: Werner, Hans-Karsten, Dr.Dlpl.-Chem. 
etal 

Patentanwarte 

Von Krelsier-Seitlng-Werner 

Postfach 10 22 41 

50462 Kdln (DE) 



(56) Errtgegenhaltungen: 
EP-A- 0 131 740 
EP A- 0 322 786 



EP-A- 0 239 859 
EP-A- 0 366 946 



• Colin T.Mant et al "High performance liquid 
Chromatography of peptides and Proteins; 
Seporatlon, Analysis and Confirmation", CRC 
Press Boca Raton 

• Milton, T.W.Hern "HPLC of Proteins, peptides 
and Polynucleotides, contemporary topics and 
applications", VCH Verlag, Heidelberg 

Bemerkungen: 

Die Akte enthatt technische Angaben, die nach dan 
Eingang der Anmeldung eingereicht wurden und die 
nicht in dieser Patentsch rift enthaften sind. 



Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des 
europaischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europaische Patent Einspruch 
einlegen. Der Einspruch ist schrifllich einzureichen und zu begrunden. Er gilt erst ^ate eingelegt. wenn die 
EinspruchsgebQhr entrichtet word en ist (Art 99(1) Europaisches PatentObereinkommen). 

Printed by Rank Xerox (UK) Business Services 
2.ia7>3L4 



1 



EP 0525 502 B1 



2 



Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung virusinaktivierter ImmunglobuiinlOsungen, 
die zur intraventeen Injektion geeignet sind. 

Imrmjnglobuline sind humorale Glykoproteine, die 
bei der EleWrophorese der Plasma- bzw. Serumpro- 
teine in der sogenannten Gamma- Fraktion wandern 
und daher fruher als Gamma-GJobuline bezeichnet wur- 
den. 

Immungldxiline werden wegen ihres hohen 
Gehalts an AntikOrpern zur Prophylaxe und Therapie 
von Infektionen verwendet 

Es ist bekannt Immunglobuline sowohl for die intra- 
muskuldre als auch subkutane Applikation herzustellen. 
Eine vietfach angewendete Herstellungsmethode ist die 
sogenannte Cohn-Oncley-Fraktionierung, auch 6/9- 
Methode genannt (Cohn et a!., J. Am. Chem. Soc. 68, 
459 (1946); Oncley et al.; J. Am. Chem. Soc. 71. 541 
(1949). 

Dieses Herstellungsverfahren hat jedoch den 
Nachteil, daB es zu einer hochviskosen LOsung, die nur 
intramuskuiar oder subkutan applizierbar ist, mit hohen 
AntikOrperkonzentrationen in relativ geringen Vblumina 
fQhrt. Das erhaltene Produkt ist zwar bei 4°C stabil, es 
kann jedoch Proteolyse durch Plasminverunreinigun- 
gen auftreten. Werterhin kOnnen IgA- und IgG-Dimere 
vorhanden sein, die bei der Applikation zu einer ana- 
phylaktischen Reaktion der Patlenten fQhren tonnen 
(Ullmann, EnzyHopfldie of Industrial Chemistry, 1989, 
A14. Serten 93, 94). 

Aus cfiesem Grunde sind intravenOs applizierbar e 
Immunglobuline entwickert worden, die beim Patienten 
eine bessere Vertrdglichkeit zeigen. Diese werden aus 
der sogenannten Fraktion 3 oder auch Cohn-Fraktion 2 
(Cohn et al. a. a. O.) bei pH4 unter Verwendung von 
Polyethyienglycol, einer anschlieBenden Ethanolfai- 
lung, Ultra- oder DiafOtration und lonenaustauscher- 
chromatographie hergestellt. Das auf diese Art 
erhaltene ImmungJobulin wird mit Mono- Oder Disac- 
chariden stabilisiert. 

Ein solches verbessertes Verfahren wird in der EP 
0 073 371 beschrieben. 

Ausgehend von der Fraktion 3 (Cohn et al. a. a. O.) 
wird nach LOsen und Einstellung des pH-Wertes auf 
pH4 eine Ultrafiltration und eine Diafittration vorgenom- 
men. AnschlieBend wird das erhaltene Filtrat zu einem 
Proteingehalt von 5 Gew.-% konzentriert und der Alko- 
hotgehalt auf 8 Gew.-% reduziert. Nachdem die so 
erhaltene lmmunglobulinl6sung auf einen Proteingehalt 
von 8% auf konzentriert ist erhatt man eine Mare was- 
serartige LOsung mit einer lonenstarke von 0,01 und 
einem pH-Wert von 4,2. Die Tonizrtat der LOsung wird 
mit 10 Gew.-% Maltose bet einem Proteingehalt von 5 
Gew.-% eingestellt. AnschlieBend wird sterilfiftriert und 
lyophilisiert Das lyophflisierte Material wird vor der 
Injektion in geeigneten Medien geldst 

Ein groBer Nachteil der so hergestelrten Immunglo- 
buline zur intravenOsen Anwendung ist, daB sie vor 



Gebrauch erst in geeigneten Medien gelOst werden 
mQssen und nur in lyophilisierter Form lagerf&hig sind. 

Ein werterer Nachteil liegt darin. daB bei Anwen- 
dung dieser Immunglobuline Viren auf den Patienten 
5 Qbertragen werden kdnnen, da wdhrend des Herstel- 
lungsverfahrens keine Virusinaktrvierung stattf indet So 
wurde nach intravenOser Immunglobulingabe Qber 
Hepatrtis-Erkrankungen und HIV- Infektionen berichtet 
(Ullmanns Encycl. of Ind. Chem., Vol. A14, 1989, pages 
10 102. 103). 

EP-A1 -366946 beschreibt die Entfernung von 
nichtionischen Detergentien, die zur Wusinaktivierung 
verwendet werden, aus biologischen Flussigkeiten, wie 
Immunoglobulin. Dabei wird eine hydrophobe Interakt- 
75 ionschromatographie angewandt. 

EP-A2-239859 beschreibt die Entfernung von 
virusinaktivierenden Detergentien aus biologischen 
FIQssigkeiten, wie Immunoglobulin mit Hilfe einer 
Extraktion mit Olen. 
20 Das technische Problem der Erfindung war es 
daher, ein Verfahren zu entwickeln. das zu einem Pro- 
dukt fOhrt welches so stabil ist, daB es selbst ohne 
Lyophilisierung direkt als InjektionslOsung hergestellt 
und gelagert werden kann und bei dessen Applikation 
25 keine Virusubertragungen auf den Patienten auftreten. 

Das technische Problem der Erfindung wird durch 
ein Verfahren geldst, wobei das Immunglobulin mit 
nichtionischen Tensiden behandeH wird, die anschfie- 
6 end durch Festphasenextraktion an hydrophcben 
30 Materialien e n t femt werden und nach der Behandlung 
mrt nichtionischen Tensiden mit btotogisch kompatiblen 
Pf lanzenOlen extrahiert und diese dann abgetrennt wer- 
den. 

Als nichtionische Tenside werden insbesondere 

35 TNBP undfoder Triton X 100 verwendet. Der pH-wert 
der LOsung betrdgt vorzugsweise 5,0 Us 5,5. 

Als PflanzenOle werden bevorzugt RizinusOl oder 
SojaOle verwendet. 

Die anschlieBende Festphasenextraktion erfolgt in 

40 bevorzugter Weise mit octadecylderivatisi erten Staff en, 
die auch for <£e Umkehrphasenchromatographie ver- 
wendet werden. In einer besonders bevorzugten Aus- 
fuhrungsform erfolgt die Festphasenextraktion durch 
eine Umkehrphasenchromatographie an Octadecyl-(C- 

45 18)-Harz. 

Dem fertigen Produkt kann nach der Festphasen- 
extraktion ein Disaccharid zur Stabilisierung zugegeben 
werden. Die fertige LOsung wird dann ein oder mehr- 
mals sterilf iftriert. 

so Werterhin kann die ImmuglobuJinlOsung vor der 
Virusaktivierung und/oder nach der St erirf titration einer 
Ultra- und Diafiitration unterzogen werden. 

Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Herstel- 
lungsverfahren im einzelnen beschrieben. Zundchst 

55 wird, wie aus dem Stand der Technik bekannt die soge- 
nannte Cohn-Fraktion II in Wasser gelOst bis eine voll- 
stdndige Mare LOsung erhalten wird. Die LOsung wird 
dann auf einen pH-Wert von 4,0 bis 5,0, vorzugsweise 
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4,5, eingestellt und zur Entfernung von Verunreinigun- 
gen f itoiert 

AnschlieBend wird mrt der LOsung eine Urtraf iltra- 
tion durchgefGhrt und die LOsung ankonzentriert. Die 
AusschluBgrenze der Ultrafiltration ist 30.000 Dafton. In s 
diesem Schritt werden insbesondere Verunreinigungen 
mit niedrigen Moiekuiargewichten errtfemt Daran 
anschlieBend wird eine DiafBtration zur Entfernung von 
lonen vorgenommen, woran sich die eigentliche Virusi- 
naktivierung anschlieBt. 10 

Hierzu wird die LOsung zunachst abgekOhlt auf 4 
bis 8 °C und der pH-Wert auf 5,0 bis 5,5, vorzugsweise 
5,3, eingestellt Es werden dann nichtionische Tenside, 
vorzugsweise TNBP und/oder Triton X 100, zugegeben 
und diese LOsung dann mehrere Stunden gerOhrt. !m is 
AnschluB daran kann in einer bevorzugten AusfOh- 
rungsform eine PflanzenOlextraktion vorgenommen 
werden. Hierbei werden der LOsung 5 Gew.-% Pflan- 
zenOI zugegeben, die LOsung anschlieBend auf Raum- 
temperatur gebracfrt und mit dem PflanzenOi verruhrt 20 
Der anschlieBenden Phasentrennung wird eine Filtra- 
tion angeschloss en- 
Die LOsung wird dann auf eine C 1 8-Saule gegeben 
und chromatographiert. Nach der Chromatographie 
erfolgt eine pH-Werteinstellung auf pH 4. Zur Einstel- 26 
lung der Tonizrtat wird Maltose zugegeben. Nach der 
anschlieBenden Steri [filtration wird eine StabilitatsprO- 
fung in der so erhaltenen Losung vorgenommen, indem 
diese mindestens 22 Stunden bei 37°C aufbewahrt 
wird. Zeigt die LOsung Trubungen, ist sie nicht verwend- 30 
bar. Zeigt cfie LOsung in dieser Zeit keine TrQbung, wird 
der pH-Wert auf 5,0 bis 5,5, vorzugweise 5,3, einge- 
stellt eine weitere Ultra- und Diafiltration vorgenommen 
und die so erhaltene LOsung nach Zugabe von Maltose 
auf einen Proteingehatt von 50 g/l eingestellt Anschlie- 35 
Bend wird eine wetter e Sterilf iltration vorgenommen und 
direkt in Infusionsflaschen abgefOilt. 

Das so erhaltene Produkt kann direkt intra vends 
injiziert werden und ist frei von Viren. 

Das folgende AusfQhrungsbeispiel soil das erf in- 40 
dungsgemaBe Verfahren naher erlfiutern. 

Au^fuhrMngsb^ispiel 

Die Cohn-Fraktion II wird mit der sechsfachen 45 
Menge Wasser gelOst und so lange gerOhrt, bis eine 
Mare LOsung erhaJten wird. AnschlieBend wird der pH- 
Wert mit 0,5 normaler HQ auf 4,5 eingestellt Es 
schlieBt sich zundchst eine Ultrafiltration an, bei der die 
LOsung auf 90 g/l ankonzentriert wird. Als Membrantyp so 
wird Ncvasette 30 K verwend et Daran anschlieBend 
wird mit der furrffachen Menge Wasser verdQnnt und bei 
0,3 bis 0.5 bar eine Diafiltration vorgenommen. Nach 
dieser Diafiltration wird die diaf iltrierte LOsung auf 70 g/l 
Proteingehalt eingestelft Die LOsung wird auf 4 bis 8 °C ss 
abgekOhlt und auf einen pH-Wert von 5,3 mittels 0,1 
normaler Natrordauge eingestellt. AnschlieBend wird 
0,3 Gew-% TNBP und 1 Gew.-% Triton X 100 in die 
LOsung gegeben und kraftig gerOhrt. Nach etwa 4 Stun- 



den bei 4 bis 8 °C erfolgt eine weitere Zugabe von 5 
Gew.-% RizinusOI. Es wird dann eine Olextraktion bei 
15 °C vorgenommen. Die entstehenden Phasen wer- 
den getrennt und es wird anschlieBend mit einem Cuno- 
Schichtenf ilter firtriert. Danach wird die LOsung auf eine 
C 18-Sfiide gegeben, cfie mit octadecylderivatisierten 
Stoffen beiaden ist. Die LOsung wird dann auf pH 4 ein- 
gestellt und 100 g/l Maltose zugegeben. Nachfolg end 
wird eine Sterilf iltration vorgenommen und die sterilf n- 
trierte LOsung zwischen 22 und 24 Stunden bei 37 °C 
aufbewahrt Die anschlieBend Ware LOsung wird auf 
einen pH-Wert von 5,3 mittels 0, 1 normaler Natronlauge 
eingestellt. Es erfolgt wiederum eine Ultra- und eine 
Diafiltration, danach eine Maltosezugabe von 100 g/l 
und die Einstellung der LOsung auf einen Proteingehalt 
von 50 g/l. Nach der folgenden SterilfOtration wird die 
LOsung in 50 ml Infusionsflaschen, die sterilisiert und 
silikonisiert sind, abgefom, mit Stopfen verschlossen 
und verbOrdelt. 

PaterrtansprOche 

1. Verfahren zur Herstellung von zur intravenOsen 
Applikation geeigneten virusinaktivierten Irrtrnun- 
globulinlOsungen, wobei das Immunglobulin mit 
nichtionischen Tensiden behandelt wird, die 
anschlieBend durch Festphasenextraktion an 
hydrophoben Materialien errtfernt werden, dadurch 
gekennzeichnet daB nach der Behandlung mit 
nichtionischen Tensiden mit biologisch kompatiblen 
PflanzenOien extrahiert wird und diese dann abge- 
trennt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der pH-Wert der LOsung 5,0 bis 5,5 
betragt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet daB als nichtionische Tenside 
TNBP (Tri-n-butyl-phosphat) und/oder Triton X 100 
verwendet werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Pflanzenole RizinusOI und/oder 
SpjaOl verwendet werden. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet daB die Festphasenextraktion mit 
octadecylderivatisierten Stoffen, die auch for die 
Umkehmhasenchromatographie verwendet wer- 
den. durchgef Qhrt wird. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet daB die Festphasenextraktion 
durch C 18 Umkehrphasenchromatographie 
erfolgt. 
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7. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Lasung nach der Fest- 
phasenextraktion ein Disaccharid zugegeben wird. 

8. Verfahren nach AnsprQchen 1 bis 7, dadurch s 
gekennzeichnet, daB die fertige LOsung ein- Oder 
mehrmals sterirfiKriert wird. 

9. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 8. dadurch 
gekennzeichnet, daS die ImmunglobulinlOsung vor w 
der Virusinaktivierung und/oder nach der Steriffil- 
tration einer Ultra* und Diaf iltration unterzogen wird. 

10. Verfahren nach den AnsprQchen 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daft die nach der Festphasenex- is 
traktion Oder der Disaccharidzugabe eine Stabili- 
tatsprufung der hergestellten LOsung 
vorgenommen wird. 

Claims 20 

1. A method for the preparation of virus-inactivated 
immunoglobulin solutions suitable for intravenous 
application wherein said immunoglobulin is treated 
with non-ionic surfactants which are subsequently 26 
removed by solid-phase extraction on hydrophobic 
materials, characterized in that after said treatment 
with non-ionic surfactants extraction is performed 
with biologically compatible vegetable oils which 
are subsequently separated off. 30 

2. The method according to claim 1, characterized in 
that the pH value of said solution is from 5.0 to 5.5. 

3. The method according to claim 1 or 2, character- 35 
ized in that TNBP (tri-n-butyl phosphate) and/or Tri- 
ton X 100 are used as said non-ionic surfactants. 

4. The method according to claims 1 to 3, character- 
ized in that castor oil and/or soybean oil are used as <to 
said vegetable oils. 

5. The method according to claims 1 to 4, character- 
ized in that said solid-phase extraction is performed 
with octadecyl derivatized materials which are also 45 
being used for reversed phase chromatography. 

6. The method according to claims 1 to 5. character- 
ized in that said solid-phase extraction is performed 

by C 18 reversed phase chromatography. so 



9. The method according to claims 1 to 8, character- 
ized in that prior to said virus inactivation and/or 
after said sterile filtration said immunoglobulin solu- 
tion is subjected to ultrafiltration and diaf iltration. 

10. The method according to claims 1 to 9. character- 
ized in that after said solid-phase extraction or after 
said addition of disaccharide the solution prepared 
is subjected to a stability test. 

Revendications 

1 . Precede de preparation de solutions cfimmunoglo- 
buline avec un virus inactive, appropriees a une 
administration par voie intraveineuse, selon lequel 
on traite rimmunoglobuline avec des agents tensio- 
actifs non-ioniques qui, ensuite, sont elimines par 
extraction en phase solide sur des materiaux hydro- 
phobes, caracterise en ce que, apres ce trartement 
avec des agents tensio-actrfs non-ioniques, on 
extrart rimmunoglobuline avec des huiles vggetales 
biologiquement accept ables et ensuite, on separe 
celles-ci. 

2. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que le pH de la solution est de 5.0 a 5.5. 

3. Precede selon la revendication 1 ou 2. caracterise 
en ce qu'on utilise, com me agents tensio-actifs 
non-ioniques. du TNBP (phosphate de tri-n-butyle) 
et/ou du Triton X 100. 

4. Precede selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'on utilise, comme huiles vege- 
tates, I'huile de ricin et/ou I'huile de soja. 

5. Precede selon les revendications 1 a 4, caracterise 
en ce qu'on effectue rextraction en phase solide 
avec des substances derivees du racGcaJ octade- 
cyle, qu'on utilise aussi pour la chromatographie a 
phases inversees. 

6. Precede selon les revendications 1 a 5. caracterise 
en ce qu'on effectue ('extraction en phase solide par 
chromatographie a phases inversees sur une 
oolonneC 18. 

7. Precede selon les revendications 1 a 6, caracterise 
en ce qu'on ajoute un disaccharid e a la solution 
apres rextraction en phase solida 



The method according to claims 1 to 6. character- 
ized in that after said solid-phase extraction a c$ sac- 
charide is added to the solution. 

The method according to claims 1 to 7. character- 
ized in that the finished solution is sterile filtrated 
once or several times. 



8. Precede selon les revendications 1 a 7, caracterise 
en ce qu'on soumet la solution finie a une ou plu- 
sieurs operations de filtration dans des conditions 
steriles. 

9. Precede selon les revendications 1 a 8, caracterise 
en ce qu'on soumet la solution d'immunoglobuline a 
une ultrafiltration ou a une diaf iltration avant llnacti- 
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vation du virus et/ou apres la filtration dans des 
conditions steriles. 

10. Proc6d6 selon les revendi cations 1 & 9, caract6ris6 
en ce que, apres I'axtraction en phase solide ou s 
apres Paddition du disaccharide. on contrdle la sta- 
bility de la solution prepares. 
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